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論 文 内 容 要 旨
1.緒 論
腫瘍壊死因子(TumorNecr。sisFactor:TNF一α)は、腫瘍部位に出血性壊死を誘
導す る因子 として1975年に見出されたが、最近では炎症 を介 した生体防御機構に
深 く関わるサイ トカイ ンとして認識 されるようになった。TNF一αは、主にマクロフ
ァージか ら産生 されるが、 リンパ球、肝 クッパー細胞、NK細胞、脂肪細胞な ど多
くの細胞がTNF一αを産生することが明らかに されている。TNF一αの受容体は赤血球
を除 くすべての細胞に存在す ることか ら、TNF一αの作用は多岐にわた り、抗腫瘍活
性、抗微生物活性、炎症などの免疫系の刺激か ら、食欲、発熱、エネルギー代謝、
ホルモン分泌の調節 といった生理機能にまで多彩な生物活性 を示す。TNF一αは局所
的なオー トクラインお よびパ ラクライン的な作用に加 えて、エ ン ドクライン的に
全身性 にも影響 を及ぼす。TNF一αはLipopOlysaccharide(LPS)であるエン ドトキ
シンだけでなく、 ウイルス、寄生虫、他のサイ トカイ ンなど様々な因子により刺
激を受 け産生されるg生 体は、これ らの因子 による刺激 を受けて様 々なサイ トカ
インを産生 し、放出す るが、通常TNF一αが最 も早 く産生 され る。また、TNF一αは様々
な細胞 と係わ りを持 ち、そこに介在す るサイ トカインとネ ットワー クを形成 して
いる。
牛のサイ トカインにっいては、実験動物で得 られた成果 を牛の免疫応答、病態
お よび疾病の制御 に応用するための研究が行 われている。近年、牛の育成技術や
畜産物に対す る安全性が強 く求め られてお り、薬剤に頼ることな く生体機能を高
める技術の開発が急務である。臨床的には、下痢、肺炎、お よび乳房炎などの炎
症性反応やエ ン ドトキシン ・シ ョックにおいて、サイ トカイ ン、特にTNF一αが免
役機能で重要な役割 を担 っていることが解ってきた。 さらに、非感染症である代
謝病 においてもTNF一αな どのサイ トカインの関与が示唆 されている。牛の感染症
や代謝病におけるTNF一αの産生やLPS投与試験による血中代謝産物お よびホルモ
ン濃度の変動 に関す る知見か ら、TNF一αは牛において も免疫機能のみな らず代謝 ・
内分泌機能に関与 し、生体機能を調節す るメデ ィエーターであると推察できる。
しか し、TNF一αの発現がどのよ うな生理状況の変化や病態 を招き、代謝 ・内分泌機
能にどのよ うな影響を及ぼすかについての直接的な知見は牛では殆 ど報告 されて
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いない。
本研究では、TNF一αが過剰 に発現する病態 を牛に牛TNF一αを投与す ることによっ
て再現 し、急性期反応 の誘導 と栄養素の代謝お よびホルモン分泌反応への影響 を
invivo実験で明 らかにすることを目的 とした。!)急性期反応については、発熱、
ハプ トグロビン(Hp)産生、血漿TNF一αお よびIL-6濃度に及ぼす影響を検討 した。
2)栄養素の代謝については、生産性 と密接 に関連 しているグル コースおよび脂質
代謝への牛TNF一αの影響について評価 した。 グル コース代謝はインス リン分泌反
応 とグルコース利用性について検討 し、また、牛TNF一αに よるインス リン感受性
低下のメカニズムを探 るためにチアゾリジン誘導体の投与試験を行った。脂質代
謝は血漿'中性脂肪(TG)および遊離脂肪酸(NEFA)濃度の変化 とリボ蛋 白質の動
態に対する牛TNF一αの影響について解析 した。3)ホルモ ン分泌反応については、
グル コースお よび脂肪酸の代謝や生産性に関与 している成長ホルモ ン(GH)分泌
に及 ぼす牛TNF一αの影響を、血漿GH濃度 とGH放出ホルモン(GHRH)によるGH分
泌反応か ら検討 した。4)さ らに、泌乳牛の乳生産、栄養素の代謝やホルモン分泌
反応 、炎症性指標物質の発現に及ぼす牛TNF一α投与の影響 についての検討 も行っ
た。
2.牛TNF一 αの 投 与 が 牛 の 急 性 期 反 応 に 及 ぼ す 影 響i
炎 症 性 サ イ トカイ ンで あ るTNF一αが 牛 の 急 性 期 反 応 を誘 導 す る か を検 討 す る こ
とを 目的 と して 、 牛TNF一αの 投 与 が発 熱 、 血 漿Hpお よび 鉄 濃 度 に及 ぼ す 影 響 につ
い て 実 験 を行 っ た。3ヶ 月 齢 の ホ ル ス タ イ ン種 雄 子 牛4頭(平 均 体 重94.7kg)に
頚 静 脈 カ テ ー テ ル を装 着 し、牛TNF一αを 体 重kg当 た り2.5また は5,0μgで注 入 し
た。 ま た 、生 理 食 塩 水 の 投 与 を 対 照 区 と した。 さ らに 、牛TNF一αに特 異 的 なELISA
法 を構 築 し、牛TNF一αの連 日投 与(5.0μg/kg/day)にお け る血 漿TNF一αお よ びIL-6
濃 度 に及 ぼす 影 響 を検 討 した 。
牛TNF一αの 投 与 に よ り、直 腸 温 度 と血 漿Hpお よび 鉄 濃 度 に用 量 依 存 性 の 変 化 が
観 察 され た 。直 腸 温 度 と血 漿Hp濃 度 は 顕 著 に 増加 し(図1)、 血 漿 鉄 濃 度 は 一 過 性
の 上 昇 後 に減 少 に転 じ、 低 鉄 血 症 を示 した。 血 漿TNF一α濃 度 は 投 与3日 目以 降 に
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高 ま り、IL-6濃度 も 同様 の傾 向 を示 した 。 本 実 験 の 結 果 か ら、TNF一αは 炎 症 反 応
の メデ ィエ ー ター と して牛 に 急 性 期 反 応 を誘 導 す る こ とが 示 唆 され た 。 ま た 、 そ
の 作 用 に はTNF一αに刺 激 され たIL-6も関 与 して い る こ とが推 察 され た。 これ らの
こ とか ら、牛TNF一αは炎 症 過 程 を介 して 生 体機 能 を制 御 す る サ イ トカ イ ン で あ る
と考 え られ る。
3.牛TNF一 αの 投 与 が グ ル コ ー ス と脂 質 代 謝 お よ び イ ン ス リ ン とGH
分 泌 反 応 の 変 化 に 及 ぼ す 影 響
牛TNF一αに誘 起 され た 急 性 期 反 応 に お け る グル コー ス お よ び脂 質 代 謝 の 変 化 と、
イ ン ス リンお よびGH分 泌 反 応 に及 ぼす 影 響 に つ い て観 察 す る こ と を 目的 に 実 験 を
行 っ た。
10頭の ホ ル ス タ イ ン種 去 勢 牛(10ヶ 月 齢)を 用 い 、5頭 に牛TNF一α(5,0μg/kg)
を1日1回12日 間頚 部 皮 下 に 注 射 した 。残 りの5頭 に は生 理 食 塩 水(5ml/頭)を
同様 に 注 射 した 。 これ らの牛 を用 い て グル コ ー ス(112.5mg/kg)、イ ン ス リン
(0.2U/kg)、お よびGH放 出 ホ ル モ ン(GHRH、O.25mg/kg)の投 与試 験 を行 い 、 そ
れ ぞ れ イ ン ス リン反 応 性 、 グル コー ス の組 織 利 用 性 、お よびGH分 泌 反 応 に つ い て
検 討 した。 次 に8頭 の ホ ル ス タ イ ン種 未 経 産 雌 牛 を用 い 、 牛TNF一α(5.0μg/kg)
ま た は 生 理 食 塩 水 を頚 静 脈 内 に 投 与 して 、 血 漿TGお よびNEFA濃度 の変 化 、 リボ
蛋 白質 の動 態 に及 ぼ す 影 響 つ い て観 察 した 。
牛TNF一αの 連 日投 与 に よ り血 漿 イ ン ス リン濃 度 の 基 礎 値 は 顕 著 に 上 昇 し、 高 イ
ンス リン血 症 を示 した 。 グル コー ス 投 与 後 の血 漿 イ ンス リン濃 度 は 著 し く高 ま り、
イ ンス リン投 与 後 の血 漿 グル コー ス 濃 度 の 反 応 性 は 低 下 した(図2)。 これ らの反
応 か ら、牛TNF一αはイ ン ス リン の作 用 を抑 制 す る こ とに よ りグル コー ス制 御 の た
め の イ ン ス リン要 求 量 を 高 め 、 イ ン ス リン抵 抗 性 を強 め る こ とが 示 唆 され た 。 ま
た 、GHRHに応 答 したGH放 出 は 牛TNF一αに よ り抑 制 され た(図3)。 この 反 応 は 、
TNF一αがGHRHの作 用 と拮 抗 す る こ と に よっ て 下垂 体 前 葉 細 胞 か らのGH分 泌 を抑 制
す る こ とを示 唆 してお り、牛 の 下 垂 体 前 葉 細 胞 に お け るTNF一α受 容 体 の 存 在 を示
唆 す るinvitroでの 実 験 報 告(Elsasser,TH.etal.1gg1.proc.Soc,Exp。Biol.
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Med.198:547-554)をinvivo実験 にお い て 裏 付 け た も の と思 わ れ る。 一 方 、 血
漿 脂 質 成 分 で はTGお よびNEFA濃度 が 上 昇 し(図4)、 超 低 密 度 リボ 蛋 白質(VLDL)
分 画 濃 度 な らび に脂 質 構 成 割 合 が 大 き く変 化 した(表1)。 これ らの 脂 質 成 分 の 変
化 は 、TNF一αが脂 肪 組 織 にお け る脂 肪 分解 を刺 激 して 脂 肪 の 動 員 を促 進 させ 、肝 臓
に お け るVLDLおよびTGの 合 成 を高 め る こ とを示 唆 して お り、 牛TNF一αが脂 質 代
謝 の 異 化 的変 化 を 引 き起 こ し、 エ ネ ル ギー バ ラ ンス が負 に 傾 い て い る こ とが考 え
られ る。
4.牛TNF一 αと チ ア ゾ リ ジ ン ジ オ ン の 投 与 が 血 漿 代 謝 産 物 濃 度 、 イ ン
ス リ ン 分 泌 反 応 お よ び グ ル コ ー ス 利 用 性 に 及 ぼ す 影 響
前 章 に お い て 育 成 牛 へ の 牛TNF一αの 投 与 は 、 グル コー ス 刺 激 に よ る イ ン ス リン
分 泌 反 応 を高 め 、 イ ンス リン に よ る グル コー ス の利 用 性 を抑 制 す る こ と を明 らか
に した。 そ こで 、イ ン ス リン抵 抗 性 改 善 作 用 を もつ チ ア ゾ リジ ン ジ オ ン(TZD)を 、
用 い て 、TNF一α誘 導 イ ンス リン感 受 性 低 下 の メ カ ニ ズ ム の 一 端 を 明 らか にす る こ と
を試 み た。6頭 の ホ ル ス タ イ ン種 去 勢 牛(17ヶ 月 齢)を 用 い 、3つ の 処 理 区 を設 定
した 。 牛TNF一α(2,5μg/kg)を1日1回、8日 間皮 下 注 射 す るTNF一α区 、 牛TNF一α
の皮 下 注 射 に加 え てTZD(2mg/kg)を頚 静 脈 に 注射 す るTNF一α+TZD区、そ してTZD
を頚 静 脈 内 に 注 射 す る対 照 区で あ る。 血 液 は 注 射 開始 日か ら終 了 翌 日ま で の9日
間 、1日1回 頚 静 脈 よ り採 取 し、 グル コー ス 、NEFA、イ ン ス リン濃 度 の 基 礎 値 を観
察 した 。 ま た 、 注 射 開 始 か ら4日 目に イ ン ス リン の分 泌 反 応 を検 討 す るた め に グ
ル コー ス(112.5mg/kg)の投 与 試 験 を 、6日 目に グル コー ス の組 織 利 用 性 を評 価 す
る 目的 で イ ン ス リン(0.2U/kg)の投 与試 験 を行 っ た 。
牛TNF一αの 注 射 に よ り上 昇 した血 漿 グル コー ス 、NEFA、お よび イ ン ス リン濃 度
の基 礎 値 は 、TZDとの併 用 投 与 に よ っ て 対 照 区 と 同 じ レベ ル ま で低 下 した(図5)。
ま た 、TNF一α区 の グル コー ス 投 与 後 の 血 漿 イ ンス リン濃 度 は 顕 著 に増 加 した が 、
TNF一α+TZD区の イ ン ス リン分 泌 反 応 は 減 少 した 。 さ ら にTNF一α+TZD区で は 、 牛
TNF一αに よ り低 下 した イ ン ス リン投 与 後 の 血 漿 グル コー ス 濃 度 の反 応 性 が 対 照 区
と同 レベ ル に ま で 回 復 した(図6)。 これ らの 結 果 は 、TZDがTNF一αと拮 抗 的 に 作
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用 していることを示唆 してお り、TZDの作用機序か ら考えると、TNF一αに よるイ ン
ス リン感受性低下には、組織におけるグル コースの取 り込み、インス リン受容体
におけるシグナル伝達の抑制、および脂肪細胞の分化抑制が関与 しているものと
推察 される。
5.牛TNF一αの 投 与 が 泌 乳 牛 の乳 量 お よび 乳 成 分 、 血 漿 ホ ル モ ン濃 度
に及 ぼす 影 響
ホルスタイン種泌乳牛を12頭(平 均体重585kg)用い、分娩後10週 目よ り牛
TNF一α(2.5μg/kg)または生理食塩水を1日1回 、7日 間頚部皮下に注射 した。飼
料給与量は 日乳量30kgに対する養分要求量 を日本飼養標準 より算出し、配合飼料、
コーンサイ レージ、ヘイキューブ、乾草を粗濃比1:1で調製 し、1日2回 に分けて
給与 した。牛乳は朝 と夕方の搾乳時に採取 し、蛋白質、脂肪、お よび乳糖含量を
測定 した。血液は注鮒開始 日か ら終了翌 日までの8日 間、頚静脈 より採取 し、Hp、
一酸化窒素(NO)、各種ホルモン濃度の変化 を観察 した。また、注射終了の翌 日(8
日目)にGHRH(0.25μg/kg)の投与試験を行い、GHの分泌反応 を観察 した。
乳量は牛TNF一αの注射期間中大きく減少 し(図7)、乳脂肪含:量の増加 と乳蛋 白
質含量の減少傾向が認め られた(図8)。乳糖含量には牛TNF一αによる影響は見 ら
れなかった。また、牛TNF一αの投与により血漿Hp濃度は著 しく上昇 し、急性期反
'応
の誘導が示唆 され た。 トリヨー ドサイ ロニン(T3)およびイ ンス リン様成長因子
(IGF-1)濃度は減少 し、コルチゾール濃度は増加 した(図9)。NO濃度 は血漿 と
乳汁中で増加 し、TNF一αによる炎症作用が乳房内へ も移行 していることが示唆 され
た。これ らの結果は、TNF一αが急性期反応 のメディエー ター として循環血 中のみな
らず乳房内へ も移行 し、全身的な炎症反応 を誘導す ること、乳の合成機能に影響
を及ぼす ことを示唆 している。そ して、乳量の減少 には泌乳関連ホルモン変化が
密接に関わってい るもの と考えられ る。一方、エン ドトキシン産生菌による乳房
炎、特に大腸菌性乳房炎における全身性炎症反応 と本実験の結果が類似 している
ことか ら、大腸菌性乳房炎の病態にTNF一αが深 く関与 していることが考えられ る。
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6.ま と め
牛TNF一αの投 与 が 牛 の 代 謝 ・内分 泌 機 能 に 及 ぼす 影 響 につ い て の研 究 を行 い 、
以 下 の知 見 を 得 た 。
1)牛TNF一αの 子 牛 へ の投 与 に よ り、直 腸 温 度 お よ び血 漿HP濃 度 が 増 加 し、 血 漿 鉄
濃 度 に顕 著 な低 下 が観 察 され た こ とか ら、TNF一αは急 性 期 反 応 を誘 導 す るサ イ ト
カ イ ンで あ る と考 え られ た。 ま た 、 これ らの 変 化 は 、 牛 へ のLPS投 与 に よ る変
化 と一 致 して い る こ とか ら、 生 体 内 で のエ ン ド トキ シ ン 産 生 に よっ て 刺 激 を受
け たTNF一αは 炎 症 反 応 の メデ ィエ ー タ ー と して 種 々 の 代 謝 ・内 分 泌 機 能 に影 響
を及 ぼ して い る こ とが 示 唆 され た 。
2)育成 牛'に牛TNF一αを 連 日投 与 す る と、 高 イ ンス リン血 症 が観 察 され た 。 イ ンス
リン分 泌 反 応 の増 大 とイ ンス リン投 与 に よ る血 漿 グル コー ス 反 応 の 低 下 も観 察
され た 。 これ らの 変 化 か ら、TNF一αは イ ン ス リンの 作 用 を抑 制 す る こ とに よ りグ
ル コー ス制 御 の た め の イ ン ス リン要 求 量 を 高 め 、 イ ン ス リ ン感 受 性 を 低 下 させ
る もの と考 え られ た。 ま た 、牛TNF一αは 、GHRH投与 に よ るGH分 泌 反 応 を著 し く
抑 制 した。 この こ とは 、TNF一αが 直接 下 垂 体 前 葉 細 胞 に 作 用 してGH分 泌 を抑 制
す る こ と、 ソマ トス タ チ ン を介 して 間接 的 にGHRHによ るGH分 泌 機 能 を抑 制 す
る メ カ ニ ズ ム の 存 在 が 推 察 され る。 本 実 験 の結 果 は 、 先 に報 告 され たinvitro
実 験 に お け る牛 下 垂 体 前 葉 細 胞 に お け るTNF一α受 容 体 の 存 在(Elsasser,TH.et
a1,1991.Proc.Soc。Exp.Biol.Med.198:547-554)をinvivQ実験 で 裏 付
け た もの と考 え られ る。 一 方 、 血 漿TGお よびNEFA濃度 は 顕 著 に 上 昇 した 。 リ
ボ 蛋 白質 分 画 のVLDL濃度 が 高 ま り、VLDLに占め るTGの 割 合 も増 加 した 。 これ
らの応 答 は 、体 内 の 脂 質 代 謝 が 異 化 的 に変 化 した こ とを反 映 して お り、 脂 肪 組
織 にお い て脂 肪 分 解 が 促 進 され 、脂 肪 酸 が 肝 臓 に 流 入 してVLDLの合 成 が 高 ま っ
た こ とを 示 唆 して い る。 この 一 連 の変 化 はイ ン ス リン作 用 の 低 下 に よ っ て 生 じ
る こ とが人 や ラ ッ トで 明 らか に な っ て お り、TNF一αは グル コー ス代 謝 の み な らず
脂 質 代 謝 か ら もイ ン ス リン抵 抗 性 を強 め る こ とが 明 らか に な っ た。
3)牛のTNF一α誘 導 イ ン ス リン感 受 性 低 下 の メ カ ニ ズ ム を解 明 す るた め に 、 去 勢 牛
に 牛TNF一αとTZDの投 与 を行 っ た。TZDはTNF一αに よ る高 グル コー ス 、 高脂 、お
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よび高インス リン血症を改善 し、インス リン分泌反応 の増大 とグル コース利用
性の低下を抑制 した。 これ らの反応はTZDがTNF一αと生体内で競合す ることを
示唆 している。TZDの作用機序から推察すると、牛TNF一αは組織へのグルコース
取 り込み、インス リン受容体の伝達、および脂肪細胞の分化 を抑制することで
インス リン感受性の低下を誘導するものと考えられた。
4)牛TNF一αの投与が泌乳牛の乳の生産性お よび代謝 ・内分泌機能に及ぼす影響に
ついて実験を行 った。牛TNF一αの投与によ り乳量および乳蛋 白質含量の減少 と
乳脂肪含量の増加が観察 された。 また、血漿Hp濃度、血漿および乳汁中NO濃
度が増加 した。泌乳機能に関連するホルモンであるコルチゾール濃度は上昇 し、
T3およびIGF-1濃度 とGH分泌反応は低下 した。乳量および乳成分の変化は、急
性期反応 におけるホルモン濃度の変化 と密接に関連 してい るもの と考えられ、
さらにTNF一αが循環血 中における乳合成の前駆物質の代謝や乳腺組織の機能に
影響を及ぼす ことを示唆 している。 したがって、泌乳牛 におけるTNF一αの過剰
な発現は、全身性の炎症反応を誘導 し、泌乳や成長など生体機能 と密接 に関連
するホルモンの分泌能 と泌乳機能に変調をもた らす ことが明らかになった。一
方、泌乳牛の全身性炎症反応 は、大腸菌性乳房炎な どのエン ドトキシン産生菌
由来の臨床型乳房炎において もみ られ ることか ら、TNF一αはこのよ うな病態 にも
関与 していることが推察 され る。
6)生体内でTNF一αが過剰かっ持続的に発現する病態 における代謝 ・内分泌モデル
として、図10に概念図をまとめた。本研究は、感染症や代謝病な どの病態を代
謝 ・内分泌機能の変調か ら捉 え、TNF一αの関与を明らかに したものである。これ
らの結果は、生体内におけるTNF一αを中心 としたサイ トカインの制御 による効
率的な生体機能の調節技術の開発につながるもの と思われ る。
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図1.牛TNF一 α投 与 後 の 直 腸 温 度(上)お よ び 血 漿 ハ プ ト グ ロ
ビ ン 濃 度(下)の 変 化
蟹;生 理 食 塩 水 、△;牛TNF一α2,5μg/kg、○;牛TNF一α5.0μg/kg
各値 は平 均 値 ±標 準 誤 差(n=4)で 表 示.
Oh(11:30)に頚 静 脈 よ り投 与.
a,b,c;異な る文 字 は各 測 定 時 間 にお い て処 理 間 に 有 意 差(p〈0,05)
を認 め た もの.
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図2,牛TNF一 αを 連 日注 射 し た と き の イ ン ス リ ン 投 与 後 の 血 漿 グ ル コ ー ス 濃 度(A)の 変 化 及 び グル
コ ー ス 反 応 曲 線 下 面 積(B,G!ucoseAUC)の 比 較
各 値は平均値 ±標準 誤差(n=5)で表示,
(A)圏;生理食:塩水 、 ○;牛TNF一α(5.0μg/kg/day)(B)Aの グル コース濃 度曲線 か らAUCを算 出.
Ominにイ ンス リン(0,2U/kg)を頚静脈 よ り注入.*;処 理 間で有意差(pく0.05)があるこ とを示す.
*;各 測 定時間において処理 間に有意 差(p〈0.05)を認 めたもの,
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図3.牛TNF一 αを 連 日 注 射 し た と き のGHRH投 与 後 の 血 漿GH濃 度(A)の 変 化 及 びGH反 応 曲 線 下 面 積
(B,GHAUC)の 比 較
各 値 は平均値 ±標準誤差(n=5)で表示.
(A)團;生理食塩水、 ○;牛TNF一α(5.0μ9/kg/day)(B)AのGH濃 度 曲線 か らAUCを算 出.
OminにGH矧(0.25μ9/kg)を頚静脈 よ り注入・*;処 理問で有意差(Pく0,05)があるこ とを示す.
*;各 測定時間 にお いて処理 間に有意差(p〈0.05)を認 めたもの,
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図4.牛TNF一 α投 与 後 の 血 漿 中 性 脂 肪(左)及 びNEFA濃 度(右)の 変 化
圏;生 理食:塩水、 ○;牛TNF一α(5.0μg/kg)
各値は平均値 ±標準誤差(n=8)で表示,
Oh(12:00)に生理食塩水 または牛TNF一α(5。0μg/kg)を頚静脈 よ り注入.
*;各 測定時間 において処理間 に有意差(p〈0,05)を認 めた もの.
表1.牛TNF一α(5.0μg/kg)の頚静脈 投与後 にお け る血 漿 中超低 密度
リボ蛋白質(VLDL)分画の脂質構成割合及び脂質濃度の変化
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図5.牛TNF一α及 び チ ア ゾ リジ ンジ オ ン(TZD)を連 日注 射 した
と きの血 漿 グル コー ス(上)、NEFA、お よび イ ン ス リン
濃 度(下)の 変 化
圃;TZD、 △;牛TNF一α、 ○;牛TNF一α+TZD
各値 は平均値 ±:標準誤 差(n=6)で表示,
採血 は毎 日11二30に実施,
0～7日は採血 直後 にTZDまたは牛TNF一αを注射.
TZD(2mg/kg)は頚静脈、牛TNF一α(2.5μg/kg)は頚部皮 下に注射,
a,b;異な る文字 は各測 定 日にお いて処理 間に有意差(pく0,05)を認 めた もの,
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図6.牛TNF一 α及 び チ ア ゾ リ ジ ン ジ オ ン(TZD)を 連 日 注 射 し た き の イ ン ス リ ン 投 与 後 の 血 漿 グ ル コ ー ス
濃 度(A)の 変 化 及 び グ ル コ ー ス 反 応 曲 線 下 面 積(B)の 比 較
各値 は平均値 ±標準誤差(n=6)で表示.
(A)團;TZD(2.Omg/kg)、△;牛TNF一α(2.5μg/kg)、○:TNF+TZD(B)Aの グル コー ス濃度 曲線か らAUCを算出.
Omin(11:30)にイ ンス リン(0.2U/kg)を頚静脈 よ り注入,a,b;異 な る文字は処理間 に有意差(pくP.05).
a,b;異な る文字は各測定時間 にお いて処理間に有意差(p〈0.05).
Milkyield
(kg/day)
30
28
26
24
22
20
一1012 ??????
?
?
??
?
???
?
?
図7.牛TNF一 αを 連 日 注 射 し た 泌 乳 牛 に お け る 日乳 量 の 変 化
■;生 理食塩水 、 ○;牛TNF一α(2.5μg/kg/day)
値は平均値 ±標準誤差(n=6)で表示,
0～6日の11:30に生理食塩水 または牛TNF一αを肩部皮 下に注射.
前 日夕方 と当 日朝の乳量の合計 を 日乳量 とした.
*;各測定 日で処理間に有意差(Pく0.05)を認 めたもの.
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図8.牛TNF一αを 連 日注 射 した 泌 乳 牛 に お け る乳 脂 肪(上)及 び 乳 蛋 白質 濃 度(下)の 変 化
圃;生理食塩水、 □;牛TNF一α(2.5μg/kg/day)
各値は平均値±標準誤差(n=6)で表示.
0～6日の11:30に生理食塩水または牛TNF一αを肩部皮下に注射.
*;各測定日において処理間に有意差(p〈0,05)を認めたもの.
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図9.牛TNF一αの 連 日注 射 し た 泌 乳 牛 に お け る血 漿 コル チ ゾ ー ル(左)お よび ト リ ヨー ド
サ イ ロ ニ ン濃 度(下 、T3)の 変 化
■;生理食塩水、 ○;牛TNF一α(2。5μg/kg/day)
各値は平均値±標準誤差(n=6)で表示,
採血は毎 日11:30に実施.
0～6日は採血直後に生理食:塩水または牛TNF一αを頚部皮下に注射.
*;各測定 日において処理間に有意差(P〈0。05)を認めたもの.
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図10.牛TNF一α誘導急性期反応 におけ る代謝 ・内分泌機構1の変化
侵襲により体内で産生されたTNF一αは、直接または間接的に抹消
及び中枢の標的器官に作用す る。そ して視床下部一下垂体軸のホル
モン分泌調節機能の変化 と交感神経の活性化が起こり、中間代謝に
影響を及ぼす。 この異化的な変化は栄養素の動態が蓄積よりも消費
に傾 くため、エネルギーバ ランスが負 となる。 したがって、成長や
生産の低下を招 く。
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論 文 審 査 結 果 要 旨
腫 瘍壊 死因子(TNF一α)は,腫 瘍部 に出血性壊 死を誘導す る因子 として見いだ され たが,最 近 で
は炎症 を介 した生体 防御機構 に深 く関わるサイ トカイ ン として認識 され る ようにな った。 ウシの感染
症や代 謝病にお けるTNF一αの産 生やLPS投 与試験 による血液代謝産物 お よびホル モ ン濃度の変動 に
関す る知 見か ら,TNF一αは,ウ シにおいて も免疫機 能 のみ な らず代謝 ・内分泌機 能 に関与 し,生 体
機能 を調節す る メデイエー ターであ る と推察 でき る。 しか しTNF一αの発 現 が どの よ うな生理状況 の
変化 や病態 を招 き,代 謝 ・内分泌機能 に どう影響 を及ぼす かにつ いての知 見は ウシにおいて はほ とん
ど報告 され てい ない。本研究 で は,TNF一αが過剰 に発 現す る病 態 をウシに ウシTNF一αを投 与す る
ことに よって再現 し,急 性期 反応 の誘導 と栄養 素の代謝お よび ホル モン分泌反応 への影響 につい て明
らかにす ることを 目的 としてinvivo実験をお こなった。
1)TNF一αの子牛へ の投与 によ り,直 腸温 および血漿ハ プ トグ ロビン(Hp)濃 度 が増加 し,血 漿鉄
濃 度の顕著 な低下 が観 察 され た ことか ら,TNF一αは急性期反 応を誘導す るサイ トカイ ンで ある と考
察 した。
2)育成牛 にTNF一αを連 日投 与す る と,高 イ ンス リン血症,イ ンス リン分泌反応 の増大,イ ンス リ
ン投 与に よる血漿 グル コー スの低下が観察 され た。TNF一αはGHRH投 与に よるGH分 泌反 応 を著 し
く抑制 した。また,TNF一αは血漿TGお よびNEFA濃度,リ ポタンパ ク質分画のVLDL濃 度,VLDL
に 占めるTGの 割合 を増加 させ た。以上 の結 果 か ら,TNF一αはイ ンス リンやGHな どの代謝 性 ホル
モ ンの分泌 に影響 し,グ ル コース代謝 のみ な らず脂 質代 謝か らもイ ンス リン抵抗性 を高 めるこ とを明
らかに した。
3)ウシのTNF一α誘導イ ンス リン感受性低下 の機構 を解 明す るために,去 勢牛 に ウシTNF一αとチ
ア ゾ リジンジオ ン(TZD)の投与 を行 った。TZDはTNF一αによる高 グル コース血症,高 脂血症,お
よび高イ ンス リン血症 を改善 し,イ ンス リン分泌 反応 の増大 とグル コー ス利用性 の低下 を抑制す る こ
とを明 らかに した。
4)TNF一αの投与 が泌 乳牛 の ミル ク生産お よび代謝 ・内分泌機 能に及ぼす影響 につ いて実験 を行 っ
た。TNF一αの投与 によ り乳量お よび乳 タ ンパ ク質の減少,乳 脂 肪の増加 を観察 した。 また,血 漿Hp
濃 度,血 漿お よび乳汁 中NO濃 度の増加,コ ル チー ゾル の上昇,T3お よびIGF-1濃度 とGH分 泌反 応
の低下 を観察 した。乳 量お よび乳成分 の変化 は,急 性 期反応 にお けるホル モ ン濃度の変化 と密接 に関
係 してい るもの と考え られ,循 環血 中におけ る乳合成 の前駆物質 の代謝や 乳腺 組織 の機能 に影響 を及
ぼ してい ると考察 した。
本研究 は,ウ シにおけ る感染 症や代謝病 な どの病態 を代 謝 ・内分泌 の変調か ら捉 え,TNF一αの関
与 を明 らかに した もの である。本研 究 は,ウ シの生体内にお けるTNF一αを中心に したサイ トカイ ン
の制御 に よる効率 的な生体機能 の調節技術 の開発 に繋が る画期的 な研究 と言 え る。審 査員一 同は博 士
(農学)の 学位 を授与す るに値す るもの と判定 した。
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